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Białka rybosomałne mózgu i wątroby w ontogenezie kurcząt 
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Ribosoma! Proteins from Brain and Liver during Ontogenesis of Chicken 


Wykazano, że intensywność fosforylacji (in vivo) białek rybosomalnych obniża 
się wraz z wiekiem zarodków kurzych (17). Zarodki 19-dniowe inkorporowaly do 
białek rybosomalnych mózgu i wątroby 70-krotnie mniej piętnowanego ortofosfora- 
nu niż odpowiednio zarodki 5- i 9-dniowe. Tak drastyczny spadek fosforylacji bia- 
łek rybosomalnych nasuwa przypuszczenie, że procesom. wzrostu mogą towarzyszyć 
zmiany składu białkowego rybosomów. Przypuszezenie to uzasadnia również fakt 
występowania dodatkowych białek w rybosomach guzów nowotworowych (20) i re- 
generującej wątroby (13). ‘ 


Celem pracy jest porównanie obrazu białek rybosomów mózgu i wą- 
troby w różnych okresach omtogenezy kurcząt. Niektóre wyniki prezen- 
towano we wstępnym komunikacie (15). 


MATERIAŁ I METODY 


Badania przeprowadzono w 5, 9, 12, 15, 19, 23 i 150 dniu ontogenezy. Zarodki 
i kurczaki zabijano przez dekapitację, izolowano mózgi i wątroby, z których prepa- 
rowano rybosomy według uprzednio opisanej metody (17). RNA oznaczano spektro- 
fotometrycznie w 5 M moczniku. Czystość rybosomów kontrolowano według Pe- 
termana (12). Białka rybosomaine ekstrahowano 0,25 M HCl (17) i oznaczano 
ilościowo według Lowry i wsp. (8), stosując albuminę surowiczą jako standard. 
Rozdział białek przeprowadzano w żelu poliakrylamidowym metodą dwukierunko- 
wej elektroforezy. . 

Standardowe warunki elektroforezy: 

I — kierunek: rurki 12,0X0,5 cm, 4% akrylamid, 0,1% bis-akrylamid, 8 M mocz- 
nik, 1% TEMED i 0,03% nadsiayczan amonu. Bufor anodowy 0,01 M Tris : CH¿COOH, 
pH=4, Bufor katodowy 0,179 M octan potasu : CH¿COOH, pH=5. Białko (100 ug) 
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nanoszono przy anodzie w buforze o pH=5. Czas rozdziału 4—5 godz, U — 70 V, 
I — 15 mA/rurke. 

II — kierunek: płyty o wymiarach 13X10X0,2 cm, 18% akrylamid, 0,5% bis-akry- 
lamid, 0,5% TEMED, 0,33% nadsiarczan amonu, bufor CHCOOH : KOH, pH=4,6. 
Bufor elektrodowy 0,01 M CH;COOH. Czas rozdziału 10 godz, U — 70 V, I — 
40 mA/płytę. 

Elektroforezę przeprowadzano w temperaturze pokojowej w aparacie własnej 
konstrukcji. Barwienie: 0,2% czerń amidowa, 7,5% CH¿COOH i 20% metanolu. Od- 
barwienie: 7,5% CHyCOOH, a następnie 7,5% CH¿COOH+-20% metanolu. 


WYNIKI I DYSKUSJA 


W badanych okresach rozwoju ilość białek rybosomalnych, ekstraho- 
wanych 0,25 M HCl, obniża się w mózgu 5-krotnie, natomiast w watro- 
bie początkowo, do 15 dnia embriogenezy, wzrasta, po czym, podobnie jak 
w mózgu, obniża się (tab. 1). Różnice te są niewątpliwie odbiciem nie- 
jednakowego rytmu ontogentycznego mózgu i wątroby. 

Średni odzysk ekstrahowanych białek z rybosomów mózgu wynosił 
39% (33—46), a dla wątroby 50% (42—57). Podane w nawiasach rozrzuty 
były przypadkowe i niezależne od wieku (dane nie prezentowane). 

Oznaczenia zawartości białek i RNA w rybosomach mózgu i wątroby 
we wszystkich badanych okresach wykazywały stałe proporcje, a wyli- 
czone odpowiednie stosunki — minimalne różnice (tab. 1). 

Tak więc obserwowany spadek wydajności ekstrakcji białek nie jest 
uwarunkowany obniżeniem się ich zawartości w rybosorhie, a tylko 


Tab. 1. Zawartość białek i RNA w rybosomach mózgu i wątroby w ontogenezie kur- 


cząt * 
Protein and RNIA content of brain and liver ribosomes during ontogenesis of 
chicken * 
Mózg l Watroba 
Wiek i 
(dni) 4 o eo o 
AU <l x i I RB gil M | 
New ziaż 8% 88 Sew ze? ls 8 
SE MSE gist wid SSE mas $ KE 
5 0,50 1,12 1,78 1,90 — — — — 
9 0,39 1,10 1,75 1,90 0,22 1,16 1,77 1,89 
12 0,33 1,12 1,70 1,88 0,77 1,17 1,75 1,88 
15 0,23 1,11 1,70 1,85 0,88 1,16 1,76 1,89 
19 0,15 1,10 1,72 1,85 0,53 1,14 1,76 1,85 
23 0,14 1,15 1,72 1,85 0,51 118 , 1,75 1,83 
150 0,10 1,14 1,70 1,82 0,26 1,20 1,72 1,80 


` 


* 


Wyniki stanowią średnią z 4—6 eksperymentów. 


* Results constitute the average from 4—6 experiments. 
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Ryc. 1. Dwukierunkowy elektroforetogram bialek rybosomalnych mözgu (a) i wa- 
troby (b), ekstrahowanych 0,25 M HC]; elektroforeze przeprowadzano w standardo- 
wych warunkach; kierunki rozdziału zaznaczono strzałkami 
Two-dimensional electrophoretogram of proteins extracted with 0.25 M HC]; from 
brain (a) and liver (b) ribosomes of 14-day old chick embryos; electrophoresis was 
in standard conditions; migration directions are marked with arrows 
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I 4% akrylamid pH:5 + 


11 18% akrylamid ptl:4,6 


Ryc. 2. Schemat dwukierunkowego elektroforegramu białek rybosamalnych watro- 

by; plamy zaczernione widoczne są również na fotografiach; konturami zaznaczono 

plamy niewidoczne na fotografiach, ale obecne w żelu; kierunki rozdziału zaznaczo- 
no strzałkami 

Schema of the-two-dimensionai electrophoretogram of the ribosomal proteins from 

liver; the solid spots were always seen, the open spots were only seen in the gel, 

but not visible in the photographs; migration directions are marked with arrows 
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zmniejszeniem się ilości rybosomów przypadających na 1 g mózgu. Jest 
to następstwem narastającej proliferacji włókien nerwowych i mieloge- 
nezy (6). 

Analizę porównawczą białek rybosomalnych w ontogenezie przepro- 
wadzono w oparciu o rozdział elektroforetyczny w żelu poliakrylamido- 
wym techniką dwukierunkową. Opisane w literaturze metody elektrofo- 
rezy dwukierunkowej (7, 10) ze względów technicznych lub odczynniko- 
wych nie mogły być bezpośrednio zastosowane, stanowiły one jednak pod- 
stawę opracowania warunków dogodnych dla badań seryjnych przy mi- 
nimalnej ilości materiału, a maksymalnej oszczędności czasu i odczyn- 
ników. | 

W opracowanej metodzie w obu kierunkach zastosowano bufory kwa- 
śne, przyjmując jako główne kryterium rozdziału w kierunku I — wiel- 
kość ładunku (niskoprocentowy żel, gradient pH i siły jonowej), a w kie- 
runku II — masę cząsteczkową (żel 18%). Eksperymentalnie ustalone wa- 
runki prądowe zapewniły dobry i powtarzalny rozdział analizowanych 
białek. Oceny elektroforegramów dokonywano wizuałnie, biorąc pod uwa- 
ge liczbę plam, ich wielkość, wysycenie i wzajemny układ. 


Żazwyczaj wykrywano 50 plam dobrze rozgraniezonych, o różnej in- 
tensywności. llustruje to załączona ryc. 1, odpowiednio dla mózgu (a) 
i wątroby (b) oraz schemat (ryc. 2), na którym konturami zaznaczono pla- 
my słabiej wybarwione, nie zarejestrowane na fotografiach, ale widoczne 
w mokrym żelu. Podkreślić należy, że wykrywana na elektroforegramach 
liczba plam odpowiada rzeczywistej liczbie białek ekstrahowanych z ry- 
bosomów 0,25 M HCI (18), a zatym każda plama reprezentuje pojedyncze 
białko. Wskazuje to na dużą zdolność rozdzielczą opracowanej metody. 


Analiza porównawcza obrazu elektroforetycznego białek rybosomal- 
nych w poszczególnych okresach rozwoju nie wykazała istotnych różnie. 
Natomiast we wszystkich badanych okresach obserwowano różnice mię- 
dzy białkami rybosomalnymi mózgu i wątroby (ryc. la, b). Dodatkową 
plamę, wykrywaną tylko w rybosomach wątroby, zaznaczono strzałką. 
Obserwacja ta, będąca potwierdzeniem wcześniejszego doniesienia (16) 
i wskazująca na specyficzność tkankową białek rybosomalnych, jest zgod- 
na z doniesieniami innych autorów (3, 9), chociaż Mutolo (11) i Sher- 
ton (19) nie potwierdzili występowania różnie tkankowych. 

Podobnie kontrowersyjne wyniki otrzymywano w innych badaniach 
porównawczych. I tak podczas różnicowania i transformacji komórek 
Delaunay (3) i Bielka (1) nie znajdowali różnic w bialkach rybo- 
somalnych, natomiast stwierdzali je Subramanian (20) i Rod- 
gers (14). Różmice międzygatunkowe obserwował Mutolo (11), a nie 
potwierdził ich Delaunay (3). Wreszcie na różnice między rybosoma- 
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mi wolnymi a związanymi wskazują Fehlmann (4) i Burka (2), 
a wykluczają je Hanna i wsp. (5). 

W kontekście cytowanych prac i uzyskanych wyników wydaje się 
słuszne stwierdzenie, że obserwowane różnice między białkami ryboso- 
malnymi mózgu i wątroby wskazują na specyficzność tkankową białek 
rybosomalnych, natomiast znaczne podobieństwo obrazów w poszczegól- 
nych okresach rozwoju pozwala wmioskować, że białka rybosomalne roz- 
puszczalne w 0,25 M HCl pozostają niezmienne w procesie ontogenezy. 
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PESIOME 


Pn60coManbHbIe enkun SKcTparupoBajn 0,25 M HCl ua mosra M neHeHM B OHTO- 
reHe3e ĄBIIJIAT, A 3ATEM AHAJIMBMPOBAJIM MOTOJOM NByMEDHOTO 3NEKTpodbope3a B MO- 
IMAKPUlNaMUAHOM reje. B 06eMX TKAHAX He O6HAPyKeHo pasHM B PMÖOCOMAJIbHLIX 
GeJlkax B KCCIENOBAHHBIX NepKOJAX PAZBUTMA, ZATO 3AMEYEHO HE3HAUMTEJIDHBIE PA3- 
HUUBI Mexyy OelKaMM MO3Ta KM IIeHeHX. 


SUMMARY 


Ribosomal proteins, extracted 0.25 M HCl, from brain and liver in the different 
stages of chicken development, were analyzed by means of the two-dimensional 
polyacrylamide gel electrophoresis. No differences were observed between the 
ribosomal proteins from both tissues during ontogenesis. In contrast, a comparison 
of ribosomal protein patterns from brain with those of liver shows some differences. 


